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Utilisation d'anticorps optimises en ADCC 
pour traiter les patients faibles r£pondeurs 

5 La presente invention conceme Tutilisation d'anticorps monoclonaux chimeriques, 
humanises ou humains de glycosylation specifique presentant tine forte interaction 
pour le r6cepteur CD 16 (FcgammaRffl) des cellules effectrices du systeme 
immunitaire mais egalement la propriete d'induire la s6cr6tion de cytokines et 
d'interleukines, pour traiter des populations de patients r6pondant faiblement aux 

1 0 traitements existants et presentant un polymorphisme particulier de leur CD 1 6. 

L'immunotherapie au moyen d'anticorps monoclonaux est en passe de devenir une des 
strategies les plus importances et novatrices de la medecine. Cependant, les rSsultats 
obtenus lors d'essais cliniques apparaissent contrast6s. En effet, au cours d'un certain 

15 nombre de traitements, P anticorps monoclonal n'apparait pas assez actif et/ou efficace. 
De nombreux essais cliniques sont arretes en raison d'un manque d'efficacite et 
d'effets secondares incompatibles avec une utilisation en th&apie cliuique. Ces deux 
aspects sont etroitement lies sachant que des anticorps peu actifs et/ou efficaces sont 
administres h fortes doses pour compenser le manque d'efficacite et obtenir une 

20 rSponse th6rapeutique. L'administration de fortes doses induit alors des effets 
secondaires. De plus elle est economiquement peu viable. 

Ces problemes sont majeurs dans l'industrie des anticorps monoclonaux, en particulier 
les anticorps ctdm6riques, humanises ou humains. Or, ces problemes sont exacerb6s 
25 pour des populations particulieres de patients pour lesquels Teffet th&rapeutique des 
anticorps s'avere significativement plus faible compare a la moyenne de la population 
traitee. Ces patients sont comrnun&nent appeles « patients faibles repondeurs ». 

II est connu que la cytotoxicity cellulaire mediae par les anticorps necessite d'une part 
30 une fixation de la partie Fab des anticorps sur leur cible ainsi qu'un engagement de 
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leur domaine Fc sur les r6cepfeurs Fc des cellules effectrices (RFc). Sur les cellules 
NK, le r^cepteur responsable de cette activite cytotoxique est le CDi6. 
Sur la base de ces connaissances, des Etudes ont ete menses afin d'etablir une 
correlation entre les sous-populations de patients refractaires (patients dits « faibles 
5 repondeurs ») h la th6rapie avec un anticorps specifique d'une pathologie k traiter et le 
polymorphisme du CD 16. 

Dans une etude de 2000 (Cartron G, Dacheux L, Salles G, Solal-Celigny P, Bardos P, 
Colombat P, Watier H, Therapeutic activity of humanized anti-CD20 monoclonal 

10 antibody and polymorphism in IgG Fc receptor FcgammaRIIIa gene, Blood. 2002 Feb 
l;99(3):754-8), la composition de la population de patients traites avec Rituxan® a 6te 
analysee en fonction du polymorphisme du CD16 en positon 158. Celle-ci etait 
composee de 20% de FCGR3A-158V homozygotes (patients homozygotes pour la 
valine en position 158 du CD16), 35% de FCGR3A-158F homozygotes (patients 

15 homozygotes pour la phenylalanine en position 158 du CD16) et de 45% 
d'heterozygotes FCGR3 A-l 58V/F (patients heterozygotes valine/phenylalanine en 
position 158 du CD16). L' activite ADCC ainsi que l'efficacite clinique de Panticorps 
anti-CD20 Rituxan® sont correlees avec le polymorphisme de CD 16 : les patients 
FCGR3A-158F homozygotes ou heterozygotes FCGR3 A- 1 5 8 V/F sont moins bons 

20 repondeurs au traitement avec Rituxan® que les patients FCGR3A-158V 
homozygotes. 

Ainsi, cette etude a permis de demontrer que les differences de r6ponse axix traitements 
avec des anticorps th£rapeutiques sont associees a un polymorphisme du CD 16. 
Toutefois, cette etude ne propose pas de solution pour diminuer Peffet de ce 
25 polymorphisme chez les patients dits « faibles repondeurs » traites avec des anticorps 
therapeutiques. Elle ne fournit pas d'outil therapeutique adapte au traitement des 
patients faibles repondeurs. 

Par ailleurs, d'autres resultats ont ete obtenus au termes d' etudes cliniques realisees 
30 avec des anticorps anti-Rhesus, qui ont montr6 que V elimination des hematies Rhesus 
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positif par une IgG3 anti-D 6tait plus rapide chez les patients FCGR3A-158F 
homozygotes (Kumpel BM, De Haas M, Koene HR, Van De Winkel JG, Goodrick MJ. 
Clearance of red cells by monoclonal IgG3 anti-D in vivo is affected by the VF 
polymorphism of Fcgamma Rma (CD16). Clin Exp Immunol. 2003 Apr;132(l):81-6). 
5 Toutefois, le faible nombre de patients Studies ne permet pas de tirer un enseignement 
technique de cette etude. 

Le but de la pr6sente invention est de fournir des anticorps efficaces pour traiter les 
patients se trouvant en 6chec therapeutique avec les anticorps actuellement disponibles 
10 ou subissant des effets secondaires indesirables. 

La demanderesse a trouvS que des anticorps dont le domaine Fc pr6sente une structure 
glycannique particuliere presentent une activite cytotoxique particulierement adapt6e 
au traitement des patients dits « faibles r^pondeurs », qui n'est pas affectee par le 

15 polymorphisme FCGR3A-158F homozygotes ou FCGR3 A- 1 5 8 V/F de Tacide amine 
158 du CD16, contrairement aux anticorps produits dans CHO dont Pactivite 
cytotoxique est affectee par ce polymorphisme. De plus, la demanderesse a trouve que 
les anticorps selon Pinvention induisent une production de cytokines/ch6mokines, ce 
qui participe encore au renforcement de Peffet therapeutique en stimulant des 

20 mecanismes effecteurs du systdme immunitaire chez les patients trails. 

L'invention propose done d'utiliser pour le traitement de sous-populations de patients 
dits « faibles repondeurs », des anticorps selon Pinvention. Ces anticorps presentent 
une activite ADCC et une production de cytokine et/ou chemokines jusqu'& 100 fois 
25 superieure aux anticorps disponibles en therapie. 



30 
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Description 

Ainsi, l'invfcntion se rapporte k Tutilisation d'un anticorps monoclonal chim&ique, 
humanise ou humain optimist caract6rise en ce que 
5 a) il est produit dans tine lignSe cellulaire s61ectionnee pour ses propriety de 
glycosylation de la region Fc d'un anticorps, ou 

b) la structure glycannique de la region Fc a 6t6 modifiSe ex vivo, et/ou 

e) sa sequence primaire a 6t6 modifi6e de fa9on k augmenter son interaction vis h vis 

des recepteurs Fc; 

10 ledit anticorps pr6sentant i) un taux ADCC via le CD16 (FcgammaRIIIA) superieur k 
60 %, 70%, 80 % ou de preference superieur k 90 % compare au mSme anticorps 
produit dans une lign6e CHO on i un anticorps homologue disponible dans le 
commerce, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies 
chez des patients pr6sentant le polymoiphisme du recepteur CD16 FCGR3 A- 1 5 8 V/F 

15 ou FCGR3A-158F homozygotes et qualifies de "faibles r£pondeurs" aux therapies 
avec les anticorps actuellement disponibles. 

Aux fins de l'invention, on entend par patients « faibles repondeurs » les patients 
pr£sentant une reduction de 20 k 50% de la r6ponse aux traitements avec des anticorps 
th6rapeutiques par rapport aux patients dits « forts repondeurs », c'est-&-dire aux 
20 patients presentant une r6pofnse complete correspondant k la disparition de tous les 
symptomes et signes cliniques mesurables de la maladie. 

Par exemple, dans le cas d f une 6tude de clairance des hdmaties ou d'un autre type 
cellulaire dans la circulation, on entend par patients "faibles repondeurs", les patients 
qui pr6sentent une clairance significativement plus longue, par rapport k un autre 

25 groupe de patients. Dans le traitement des leucemies, on distingue : 

* les forts r£pondeurs avec une r£ponse complete correspondant k la disparition de 
tous les symptomes et des signes mesurables de la maladie, tant du point de vue de 
Texamen clinique que des donn6es biologiques de laboratoires et des etudes 
radiographiques. La diminution de la taille des plus grandes tumeurs est sup6rieure k 

30 75%. 
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* les patients qui rSpondent partiellement sont dScrits dans Tarticle Cheson BD et al, 
Report of an international workshop to standardize response criteria for non-Hodgkin's 
lymphomas. NCI Sponsored International Working Group. J Clin Oncol. 1999 
Apr; 17(4): 1244. Review. Erratum in: J Clin Oncol 2000 Jun;18(ll):2351. 

5 * les faibles r6pondeurs, correspondent k des patients ayant un 6tat dit stable, avec 
moins de 50% de reduction de la masse tumorale, moins de 25% d f augmentation des 
16sions et pas de nouvelles 16sions. Ce groupe de patients comprend Sgalement les 
patients pour lesquels aucune r6ponse n'est observSe (progression de la maladie 
pouvant aller jusque la mort). 

10 Ainsi, pour une sous population de patients dits « faibles r6pondeurs » en rapport avec 
le polymorphisme de Pacide amind 158 du CD16 (FCGR3A-158F homozygotes ou 
FCGR3 A-l 58V/F) ou un autre polymorphisme assocte k ce polymorphisme du CD16, 
l'efficacit6 du traitement est meilleure avec les anticorps optimises de Tinvention, et se 
rapproche de celle des patients dit « forts repondeurs ». 

15 En effet, l'interaction du r6cepteur pour le Fc des anticorps est dififerente suivant les 
polymorphismes du CD16 (aa 158), le phenotype FCGR3A-158V homozygote ayant 
une meilleure affinite que la forme FCGR3A-158F homozygote et FCGR3A-1 58V/F 
h6t6rozygote. Les anticorps selon l'invention pr6sentent une forte interaction avec le 
CD16, ce qui peut expliquer le fait que leur activite fonctionnelle ne soit pas ou trbs 

20 peu affectee par le polymorphisme FCGR3A-158F homozygotes ou FCGR3 A-l 58V/F 
duCD16. 

L'invention s'adresse done k une population particuli&re de patients prSsentant un 
polymorphisme du CD16 (FCGR3A-158F homozygotes ou FCGR3 A- 1 5 8 V/F) , 
notamment des patients se trouvant en 6chec th&rapeutique avec les anticorps 
25 actuellement disponibles et/ou subissant des effets secondares ind^sirables justifiant 
l'administration de Tanticorps optimist de l'invention. 

Les pathologies traitSes avec l'anticorps selon l'invention ne sont pas limitees k des 
pathologies particulteres, mais s'entendent de toutes les pathologies susceptibles d'etre 
30 traitees avec des anticorps monoclonaux. 
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Outre l'amelioration tres significative de l'activite ADCC de type CD16 (FcyRniA) , 
l'anticorps de l'invention peut etre defini en ce qu'il induit la secretion d'au moins une 
cytokine par un type de cellules effectrices du systeme immunitaire exprimant le 
5 recepteur CD1 6 superieur a 50 %, 100 % ou de preference superieur a 200 % compare 
au meme anticorps produit dans une lignee CHO ou compare a un anticorps 
homologue disponible dans le commerce. Le type de cytokine est choisi parmi IL-1, 
IL-4, IL-12, IL-18, IL-21, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, EFNq; IFN/3, 
TNFoc, TGF/3, IP10 et TNF, IFN7. 

10 

Dans le cadre de l'invention, nous montrons que des anticorps presentant une forte 
interaction avec le CD16 ont l'avantage d'induire la production de cytokines, ou de 
chemokines notamment la production d' IFN7. Les deux caracteristiques precitees se 
completent. En effet, la production d' EFN7 ou d'autres cytokines ou chemokines, par 

1 5 des cellules effectrices, induite par les anticorps selon l'invention, peut renforcer l'effet 
therapeutique en stimulant des mecanismes effecteurs du systeme immunitaire chez les 
patients traites. Le mecanisme d'action d'une telle stimulation correspond notamment a 
une regulation positive autocrine des cellules effectrices. Les anticorps se liant au 
CD16 induisent une activite cytotoxique ainsi que la production dTFIsty ou d'autres 

20 cytokines/chemokines ce qui «in fine» conduit a augmenter encore davantage 
l'activite cytotoxique. 

De pr6ference, cet anticorps presente un taux ADCC superieur d'au moins 100 % 
compare au meme anticorps produit dans une lignee CHO ou a un anticorps 
25 homologue disponible dans le commerce et un taux de production d'au moins une 
cytokine par un type de cellules effectrices du systeme immunitaire exprimant le 
recepteur CD16 superieur d'au moins 100 % compare au meme anticorps produit dans 
une lignde CHO ou a un anticorps homologue disponible dans le commerce. 
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Lesdites cytokines dont la liberation est induite par les anticorps optimises sont 
choisies parmi des interleukines, des cytokines, des ch6mokines, des interferons et des 
facteurs de necrose tumorale (TNF). 

5 Ainsi, Panticorps selon Pinvention est capable d'induire la secretion d'au moins un 
type de cytokine choisi parmi IL-1, EL-4, IL-12, IL-18, IL-21, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, 
IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IFNa, IFN0, TNFa; TGFft IP10 et TNF,.IFNy, par les cellules 
effectrices du systdme immunitaire. 

10 De preference, Panticorps s61ectionn6 pr£sente la capacity d'induire la secretion 
d'lFNy ou d'autres cytokines/ch6mokines par les cellules effectrices du systeme 
immunitaire exprimant le recepteur CD16 ou plus specifiquement de PIL2 par la 
cellule Jurkat CD16. Le taux d'IFN7 ou d'autres cytokines et/ou ch£mokines secretes 
traduit la capacity d'interaction de la region Fc de P anticorps avec le CD 16 et 

15 egalement traduit sa capacity de liaison h Pantigene. La secretion d'HTSty ou d'autres 
cytokines et/ou chemokines par les cellules du systeme immunitaire peut accroitre 
et/ou induire Tactivite cytotoxique des cellules effectrices (NK, monocytes, 
macrophage, polynucl£aires neutrophils. . .). 

Les cellules effectrices peuvent exprimer un CD 16 endogene £ventuellement 
20 modulable par des cytokines et/ou ch6mokines ou facteurs de croissance ou etre 
transformees. On entend par cellule transform^, une cellule modifi£e genetiquement 
de sorte a exprimer un recepteur, en particulier le recepteur CD16. 

Dans un mode de realisation particulier, Panticorps de Tinvention est capable d'induire 
25 la s6cr6tion d'au moins une cytokine par une cellule leucocytaire, en particulier de la 
famille des cellules NK (Natural Killer) ou par des cellules de la lignee my61o- 
monocytaire (monocytes-macrophages et cellule dendritique). 

De preference, on utilise pour la selection des anticorps une lignee Jurkat transfectee 
avec un vecteur d' expression codant le recepteur CD 16 comme cellule effectrice. Cette 
30 lignee est particxriidrement avantageuse car elle est immortalisee et se maintient en 
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culture ind6finiment. Le taux d f IL2 s6cr&<§e traduit la capacity d'interaction de la 
region Fc de l'anticorps avec le CD16 et 6galement traduit sa capacity de liaison k 
Tantigdne. 

Differentes lignees Jurkat transfect£es avec un vecteur d'expression codant pour le 
5 r6cepteur CD16 peuvent 6tre utilises comme cellule eflfectrice, lesdites lignees 
exprimant chacune un CD 16 particulier. 

En outre, l'anticorps optimise peut etre pr6par6 aprds avoir 6te purifi<§ et/ou modifte ex 
vivo en ce qui concerne la structure glycannique de sa region Fc. A cet effet, on peut 

10 utiliser tout moyen chimique, chromatographique ou enzymatique approprte pour 
modifier la structure glycannique de l'anticorps. Par exemple, on peut purifier des 
anticorps obtenus de diverses sources et ajouter dans un melange r6actionnel une ou 
plusieurs glycosyl transferase(s), notamment une galactosyl-transf6rase, incuber 
pendant un temps determine jusqu'& Tobtention des anticorps pr6sentant la structure 

1 5 glycannique decrite plus haut. 

La selection peut se faire sur des anticorps produits par des cellules couramment 
utilises pour la production d'anticorps therapeutiques, telles que les lignSes de 
myelomes de rat, en particulier YB2/0 et ses d6riv6s, les cellules lymphoblastoides 
20 humaines, les cellules d'insectes, les cellules de myelomes murins, les hybridomes 
ainsi que les cellules eucaryotes comme par exemple les levures. 

II est 6galement possible de produire les anticorps dans une lignee de cellules de 
mammiferes modifiee g6n6tiquement, par exemple CHO modifiee g6n6tiquement, par 
introduction d'une ou plusieurs sequence(s) exprimant une ou plusieurs glycosyl 

25 transferase(s), notamment s61ectionn6es parmi un enzyme implique dans la 
modification des chaines oligosaccaridiques en position 1 du fucose Ii6 en alpha a la 
position 6 du residue N-acetylglucosamine k I , extr6mit6 rSductrice, en particulier une 
l,6-fucosyltransf6rase, et une galactosyl-transferase. La selection peut 6galement Stre 
appliquee k revaluation d'anticorps produits par des plantes transgeniques ou des 

30 mammifdres transgeniques. 
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A cet effet, la production dans CHO sert de reference (CHO 6tant employee pour la 
production d ! anticorps m6dicament) pour comparer et s61ectionner les syst&nes de 
production conduisant aux anticorps selon Tinvention. Une comparaison avec des 
anticorps polyclonaux peut 6galement etre utile lors des tests d'efficacite des anticorps 

5 monoclonaux. Ainsi, pour une sous population de patients dits « faibles repondeurs » 
en rapport avec le polymorphisme de Pacide amin6 158 du CD16 ou un autre 
polymorphisme associe k ce polymorphisme, Pefficacite du traitement est meilleure 
avec les anticorps optimises de l'invention, et se rapproche de celle des patients dit 
« forts repondeurs », Nous montrons que l'activite fonctionnelle des anticorps 

10 monoclonaux optimises s'apparente a celle des anticorps polyclonaux therapeutiques. 
Ainsi, dans certains essais therapeutiques, les anticorps polyclonaux peuvent etre 
utilises comme controles lors de tests d'efficacite d'anticorps monoclonaux de 
differentes origines. Geci permet de s61ectionner des anticorps monoclonaux destines 
au traitement de sous populations de patients faiblement repondeurs. 

15 Ainsi, dans certains essais therapeutiques, les anticorps polyclonaux peuvent Stre 
utilises comme controles lors de tests d'efficacite d f anticorps monoclonaux de 
differentes origines. Ceci permet de selectionner des anticorps monoclonaux destines 
au traitement de sous populations de patients faiblement repondeurs. Une autre 
alternative consiste a effectuer la comparaison avec les anticorps disponibles dans le 

20 commerce, en particulier les anticorps en cours de developpement, les anticorps ayant 
obtenu une AMM ou encore des anticorps dont les essais cliniques ont et6 arret6s et 
qui se sont r6vel£s peu efficaces et/ou produisant des effets secondaires indesirables 
aux doses administrSes. En effet, les anticorps modifies de l'invention sont au moins 
100% plus efficaces pour activer TADCC support^ par des cellules effectrices du 

25 systeme immunitaire, ce qui implique des doses d'administration inferieures a celles 
pratiquees par les anticorps mentionnes prScedemment et dans le cas present la 
possibility de traiter des patients pour lesquels les anticorps actuellement disponibles se 
sont rev616s inefficaces. 
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Dans un aspect pr&fer6 de l'invention, Tanticorps peut dans un premier temps etre 
s61ectionn6 pour sa capacit6 d'interaction avec le r6cepteur CD 16 puis teste et 
s61ectionn6 tel que d6crit ci-dessus pour ses propri&6s a induire la production d'une 
cytokine, notamment l*IL-2, par les cellules Jurkat CD16 ou d'lFNy par les cellules 
5 effectrices exprimant le CD 1 6. 

De tels anticorps possedant cette double propri6te d ! induire TADCC via le CD 16 et 
d'induire la production d f IFN7 ou d'autres cytokines et/ou chemokines par les cellules 
du systeme immunitaire peut accroitre et/ou induire Tactivite cytotoxique des cellules 
10 effectrices. (NK, monocytes, macrophage, polynucleaires neutrophiles notamment). 

Ainsi, Tinvention vise Tutilisation de Tanticorps defini ci-dessus pour la preparation 
d ! un medicament destin6 au traitement de pathologies chez des patients homozygotes 
pour la phenylalanine en position 158 du CD 16 (FCGR3A-158F homozygotes) ou des 
15 patients heterozygotes valine/phenylalanine en position 158 du CD16 (FCGR3A- 
158V/F). 

De tels anticorps selon Tinvention possddent une glycosylation particuliere. Les 
anticorps selon Tinvention possedent tin domaine Fc de type biantenn6, avec des 
chaines courtes, une faible sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache 
20 terminaux non intercalaires et une faible fucosylation.- 

Ainsi, dans un autre aspect, Tinvention concerne Tutilisation d r un anticorps monoclonal 
chim&ique, humanise ou humain dont la structure glycannique du domaine Fc de 
Tanticorps correspond k un type biantenne, avec des chaines courtes, une faible 
25 sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache terminaux non intercalaires, et 
une faible fucosylation pour la preparation d f un medicament destine au traitement de 
pathologies chez des patients homozygotes pour la phenylalanine en position 158 du 
CD16 (FCGR3A-158F homozygotes) ou des patients heterozygotes 
valine/phenylalanine en position 158 du CD16 (FCGR3A-158V/F). 
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En effet, cette forme glycannique iiu domaine Fc de P anticorps confere h celui-ci les 
propri6tes d'induire une forte ADCC et la production de cytokines et/ou ch6mokines 
tel que d6crit prec&lemment 

Dans cet anticorps, le taux de GlcNac intercalaire est non nul. Par exemple, on peut 
5 utiliser les compositions presentant une teneur superieure a 60%, de preference 
sup&ieure a 80% pour les formes GO -I- Gl + G0F 4- GIF etant entendu que la teneur 
en formes G0F + GIF est inf6rieure a 50%, de preference inferieures a 30% pour la 
preparation d'un medicament destin6 au traitement des patients homozygotes pour la 
phenylalanine en position 158 du CD16 (FCGR3 A-158F homozygotes) ou des patients 
10 het6rozygotes valine/ph6nylalanine en position 158 du CD16 (FCGR3A-158V/F). 

Avantageusement, les anticorps mentionn6s ci-dessus sont des IgGl. 

Un autre objet de Pinvention est de fournir une methode de traitement therapeutique 
15 comprenant T administration d'un anticorps monoclonal chimerique, humanise ou 
humain dont la structure gylcannique du domaine Fc de F anticorps correspond a un 
type biantenne, avec des chaines courtes, une faible sialylation, des mannoses et 
GlcNAc du point d' attache terminaux non intercalaires et une faible fucosylation a des 
patients homozygotes pour la phenylalanine en position 158 du CD16 (FCGR3A-158F 
20 homozygotes) ou des patients heterozygotes valine/phenylalanine en position 158 du 
CD16 (FCGR3A-158V/F). 

Avantageusement, les patients sont des patients homozygotes pour la phenylalanine en 
position 158 du CD16 (FCGR3A-158F homozygotes). 

25 

Pr6ferentiellement, les patients traites sont en echec therapeutique avec les anticorps 
actuellement disponibles ou subissent des effets secondaires ind6sirables. 

Avantageusement, la dose de F anticorps administr6e au patient est 2 fois, 5 fois, de 
30 preference 10 fois, 25 fois, 50 fois ou de preference 100 fois moins elevee qu'une dose 
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indiquee avec uri anticorps de meme specified mais de glycosylation differente ou 
produit dans une lignee CHO, 

De maniere avantageuse, la dose de P anticorps administree au patient est entre 2 et 5 
fois, entre 5 et 10 fois, entre 5 et 25 fois, entre 5 et 50 fois ou de pr6f6rence entre 5 et 
100 fois moins 61evee qu'une dose d'un anticorps de m6me sp6cificit6 mais de 
glycosylation differente ou produit dans une lign6e CHO. 

Dans un autre aspect de l'invention, l'anticorps de l'invention peut etre produit dans des 
lignees cellulaires du type myelome de rat, par exemple YB 2/0 (ATCC n° CRL 1662). 
En effet, de telles cellules permettent Pobtention d'un anticorps glycosyle tel que 
decrit precedemment Ainsi, dans un aspect complementaire, l'invention porte sur 
rutilisation d f un anticorps monoclonal chimSrique, humanise ou humain produit dans 
une lignee de myelome de rat, par exemple YB2/0 ou un de ses derives, pour la 
preparation d ! un medicament destine au traitement de patients presentant la forme 
FCGR3 A-l 58V/F ou FCGR3A-158F homozygotes du CD16, en particulier des 
patients se trouvant en echec therapeutique avec les anticorps actuellement disponibles 
ou subissant des effets secondaires indesirables justifiant radministration de Tanticorps 
optimis6 de Tinvention. De pr6ference, Tinvention porte sur rutilisation d'anticorps 
produits dans des lignees de myelomes de rat, notamment YB2/0 et ses derives. Lesdits 
anticorps possedant la double propriete d'induire via le CD 16 de forme FCGR3A- 
158V/F ou FCGR3A-158F homozygotes, TADCC mais egalement la production 
d'IFN7 ou d ! autres cytokines et/ou chemokines par les cellules du systeme 
immunitaire, ceci pouvant accroitre et/ou induire Tactivite cytotoxique de cellules 
effectrices (NK 5 monocytes, macrophage, polynucleaires neutrophiles ...) d6crites 
comme exprimant le recepteur CD16 sont utilis6s pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement d f une population particuliere de patients faibles repondeurs ou se 
trouvant en echec therapeutique avec les anticorps actuellement disponibles ou 
subissant des effets secondaires indesirables. 

L'anticorps selon l'invention produit dans des lign6es de myelome rat, notamment 
YB2/0 ou un de ses derives, presente la structure glycannique du fragment Fc telle que 



WO 2005/012358 



PCT/FR2004/002057 



13 

decrite ci-dessus, la teneur en formes G0+G1+G0F+G1F et G0F+G1F telle que dScrite 
ci-dessus, et il induit une cytotoxicite par ADCC et la s6cr6tion de cytokines de la 
mantere d6j& d6crite ci-dessus. 

5 L'anticorps de l'invention peut Stre dirig6 contre un antigene non ubiquitaire present 
sur des cellules de donneur sain (par exemple, l f anticorps est de specificite anti-Rhesus 
du globule rouge humain), ou un antigene d'une cellule pathologique ou d'un 
organisme pathogene pour lhomme, en particulier contre un antigene d f une cellule 
cancereuse ou infectde par un virus. II est avantageux d'utiliser les anticorps definis ci- 
10 dessus pour le traitement des cancers et des infections par des agents pathogenes pour 
ces patients. 

Parmi les pathologies necessitant radministration de tels anticorps chez ces patients, on 
peut titer a titre d ! exemple les maladies choisies parmi la maladie hemolytique du 

15 nouveau ne et celles echappant a la reponse immune notamment, le Syndrome de 
Sezary, les leucemies my^loides chroniques, les leucemies lymphoides chroniques 
(LLC-B), les tumeurs solides, le cancer du sein, les pathologies liees a Penvironnement 
visant notamment les personnes exposSes aux biphenyles polychlorines, les maladies 
infectieuses, notamment la tuberculose, le syndrome de la fatigue chronique (CFS), les 

20 infections parasitaires comme par exemple les schistosomules ou le paludisme, en 
particulier chez les femmes enceintes, et les infections virales pour cibler les cellules 
reservoirs de virus (HIV, HCV, HBV notamment) et les cellules infectees. 

Parmi les pathologies traitees on peut citer les pathologies dans lesquelles l c antigene 
25 est faiblement exprime (antigene Rhesus D sur hematies, leucemies, leuc&nie 
lymphoide chronique B (LLC-B), par exemple). On entend par « antigene faiblement 
exprime » un nombre de sites antigeniques inferieur a 250000, de preference inferieur 
a 100000 ou 50000 et de maniere particulidrement avantageuse inferieur a 10000 ou 
5000 par cellule cible. 
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Dans un aspect particulier, l'invention s'adresse k des patients pr6sentant la forme 
FCGR3 A- 1 5 8 V/F ou FCGR3A-158F homozygote du CD16 et atteints de LLC-B. Le 
CD20 6tant tres faiblement exprime'sur ces cellules tumorales, Putilisation d'anticorps 
anti-CD20 selon l'invention pour traiter ces patients est particuli&rement avantageuse. 

5 

Parmi les cancers, on vise plus particulierement les cancers des cellules HLA classell 
positives, les lymphomes de cellules B, les leucemies aigues de cellules B, le 
lymphome de Burkitt, le lymphorne de Hodgkin, les leucemies myeloides, les 
leucemies lymphoides chroniques (LLC-B) les lymphomes et leucemies de cellules T, 
10 les lymphomes non hodgkinien et les leucemies myeloides chroniques. 

Uanticorps selon Pinvention peut etre un anticorps anti-HLA-DR ou un anti-CD20. 

Dans un aspect particulier de Pinvention, lorsque P anticorps est un anti-CD20, 
15 Panticorps est administr6 avantageusement k une dose inferieure a 187,5 mg/kg, k 75 
mg/kg, a 37,5 mg/kg, 15 mg/kg, 7,5 mg/kg ou de maniere preferee inferieure a 3,75 
mg/kg. La dose administr6e est avantageusement comprise entre 187,5 mg/kg et 75 
mg/kg, ou entre 75 mg/kg et 37,5 mg/kg, entre 75 mg/kg et 15 mg/kg, entre 75 mg/kg 
et 7,5 mg/kg et de maniere prefer6e entre 75 mg/kg et 3,75 mg/kg ou encore entre 15 
20 mg/kg et 3 .75 mg/kg. 

Da mani&re avantageuse, cet anticorps presente un taux ADCC superieur a 100% et un 
taux de production d ! IL-2 par la cellule Jurkat CD 16 sup6rieur jusqu'& 1000 % 
compar6 au Rituxan®. 

L , anti-CD20 de l f invention peut etre produit dans une lignde de myelome de rat, 
25 notamment YB2/0. 

De plus, k titre d ! exemple, les anticorps selon Tinvention peuvent etre des anticorps de 
seconde generation correspondant aux anticorps disponibles actuellement listes dans le 
Tableau 1. 

30 Tableau 1 
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Nom et marque 
commerciale de 
l ? anticorps 

Edrecolomab 
PANOREX 

Rituximab 
RITUXAN 



Trastuzumab 
HERCEPTIN 



Palivizumab 
SYNAGIS 

Alemtuzumab 
CAMPATH 

. ibritumomab 
tiuxetan 
ZEVALIN 
Cetuximab 
IMC-C225 



Societe 



Centocor 

Idee 
Licensi6 k 
Genentech/ 
Hoffinan la roche 

Genentech 
Licensie k Hoffinan 
la 

roche/Immunogen 

Medimmune 
LicensiS k Abott 

BTG 
Licensie a Schering 



cible 



anti Ep-CAM 



anti CD20 



anti HER2 



anti CD52 



IDEC anti CD20 

LicensiS a Schering 



Merck /BMS / 
Imclone 



antiHERl 



indication 

colorectal cancer 

B cell lymphoma 
thrombocytopenia purpura 

ovarian cancer 



RSV 
leukemia 

NHL 

cancers 



Bevacizumab 
AVASTIN 

Epratuzumab 
HuM195Mab 
MDX-210 



BEC2 
Mitumomab 
Oregovomab 
OVAREX 



Genentech/ 
Hoffinan la roche 

hmnumedics/ 

Amgen 
Protein Design 
Labs 
Medarex/Immuno- 
Designed 
Mol6cules 
Imclone 

Altarex 



anti VEGF 

anti CD22 

ND 

Bi specifique 
HER2Neu/C 
D64 
antiGD3 

anti CA125 



Poumon, colorectal, renal 
cancers 

cancers: 
non hogkin lymphoma 

cancers 

Breast, ovarian, prostate 
cancers 

Small cell lung carcinoma 
Ovarian cancer 
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Ecromeximab 
KW-2971 


Kyowa-Hakko 


antiGD 


malignant melanoma 


ABX-EGF 


Abgenix 


EGF 


cancers 


MDX010 


Medarex 


ND 


Cancers 


XTL002 
Hll SCFV 


XTL 
biopharmaceuticals 
viventia biotech 


ND 
ND 


anti-viral : HCV 
cancers . 


4B5 


viventia biotech 


antiGD2 


Cancers 


XTL 001 
MDX-070 


XTL 
biopharmaceuticals 
MEDAREX 


ND 
Anti-PSMA 


anti-viral : HBV 
Prostate cancer 


TNX-901 


TANOX 


anti CD-23 




IDEC-114 


IDEC 


inhibition 
ProteinC 


non-Hodgkin lymphoma 



D'autres anticorps peuvent etre s61ectionnes parmi les anti Ep-CAM, anti HER2, anti 
CD52, anti HER1, anti GD3, anti CA125, anti GD, anti GD2, anti CD-23 et anti 
ProteinC ; anti-KIR3DL2, anti-EGFR, anti-CD25, anti-CD38, anti-CD30, anti-CD33, 
5 anti-CD44, des anti-idiotypes sp6cifiques d'inhibiteurs par exemple de facteurs de 
coagulation, les anti-viraux : HIV, HBV, HCV et RSV. 



Dans un aspect pr<§fere, l'anticorps est un anti-HLA-DR. Cet anticorps presente un 
taux ADCC sup&ieure de 100 % et un taux de production d'IL2 par la cellule Jurkat 
10 CD 16, ou dTFNy par une cellule effectrice du syst&ne immunitaire exprimant le 
recepteur CD16 superieur jusqu'& 1000 compare au meme anticorps exprim6 dans la 
lign6e CHO, lign6e d'expression du Remitogen®. 

L ! anti-HLA-DR de Tinvention peut etre produit dans une lign6e de myelome de rat, 
•notammentYB2/0. 
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I/invention porte egalement sur l'utilisation d'un anticorps decrit ci-dessus pour la 
fabrication d'un medicament destine a induire l'expression d' EL-1, IL4, IL12, IL18, 
IL21, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IFNa, , IFNp\ TNFa, TGFp, IP10 
5 et EFN7 par les cellules effectrices naturelles du systeme immunitaire, ledit 
medicament etant utile notamment pour le traitement du cancer et des infections chez 
les patients se trouvant en echec therapeutique avec les anticorps actuellement 
disponibles ou subissant des effets secondaires indesirables justifiant l'administration 
de ranticorps optimist de Tinvention et notamment presentant la forme V/F158 ou 
10 F/F158duCD16. 

D'autres aspects et avantages de l'invention seront decrits dans les exemples qui 
suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et ne limitent pas l'etendue de 
l'invention. 

15 

Legendes de figures 

Figure 1 : Activit6 ADCC de l'anticorps monoclonal anti-Rhesus D R297 (IgGl T125 
produit dans YB2/0) et des anticorps polyclonaux WinRho en presence de cellules 
20 effectrices (PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells) de differents donneurs de 
sang et d'immunoglobulines polyvalentes (Tegeline 500^g/ml). 

Figure 2: ADCC induit par les anticorps anti-Rhesus D (anticorps WinRho 
polyclonaux, T125 produits dans YB2/0 et T125 produits dans CHO) sur des cellules 
25 NK de donneurs de phenotype CD16 FCGR3A-1 58F homozygotes. 

Figure 3 : ADCC induit par les anticorps anti-Rhesus D (anticorps WinRho 
polyclonaux, T125 produits dans YB2/0 et T125 produits dans CHO) sur des cellules 
NK de donneurs de phenotype CD16 FCGR3A-158V homozygotes. 
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Figure 4 : Activation de Jurkat CD 16 FCGR3A-158F homozygotes par les anticorps 
anti-Rhesus D T125 exprimes dans YB2/0 et CHO. 

Figure 5 : Activation de Jurkat CD16 FCGR3A-158V homozygotes par les anticorps 
5 anti-Rhesus D T125 exprimes dans YB2/0 et CHO. 

Figure 6 : Activation de Jurkat CD16 FCGR3A-158F homozygotes induite par les 
anticorps anti-HLA-DR exprimes dans YB2/0 et CHO. 

10 Figure 7 : Activation de Jurkat CD16 FCGR3A-158V homozygotes induite par les 
anticorps anti-HLA-DR exprim6s dans YB2/0 et CHO. 

Exemples 

15 Exemple 1 : Activite ADCC de 1'anticorps monoclonal anti-Rhesus D R297 
comparee aux anticorps polyclonaux anti-D sur un groupe de 107 donneurs de 
sang. 

Les capacites respectives de 1'anticorps monoclonal anti-Rh6sus D R297 et des 
20 anticorps polyclonaux anti-D a lyser des h6maties en presence de cellules effectrices 
de differents donneurs individuels sont comparees (figure 1). 

Les cellules effectrices proviennent d'un groupe del 07 donneurs de sang. Les 
cellules mononucleees (PBMC) sont isolees a partir d'une poche de sang par 
centrifugation sur un gradient de Ficoll (Pack Plus Pharmacia). Les plaquettes sont 
25 eliminees par centrifugation (190g, 15min) et les globules rouges residuels sont lyses 
au NH4C1. Les cellules sont lav6es et resuspendues a 8xl0 7 cells /ml en IMDM. Les 
globules rouges obtenus a partir de concentres therapeutiques (group O, Rhesus +) sont 
traites pendant 10 min a la papaine (lmg/ml) puis laves trois fois en tampon satin et 
ajustes a la concentration de 4xl0 7 /ml ou 2xl0 7 /ml (testNK) en IMDM. 
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Le test s'effectue en plaque de 96 puits (NUNC). Les surnageants de culture ou les 
anticorps purifies (lOOjil k 200ng/xnl in IMDM + 0.5% SVF), les cellules effectrices 
(25|xl), les globules rouges (25 pi) et les inununoglobulines polyvalentes (Tegeline, 
LFB) (50fil) sont incubes pendant 16h a 37°C sous atmosphere enrichi en C02 %. 
5 Pour la lyse non sp6cifique, les cellules effectrices sont remplacees par de PIMDM. 
Aprds 16h h 37°C, les plaques sont centrifuges. 60^1 du surnageants sont preleves et 
m61ang6s avec 60pl de 2.7diaminofluorenee (DAF, Sigma). 
Aprds 5 min, la DO est mesuree a 620nm 

Le pourcentage de lyse est estime en utilisant une gamme de calibration obtenues avec 
10 differentes dilutions de globules rouges lys6s au NH4C1, correspondant a 100, 75, 50, 
25 et 0% de lyse respectivement. 

Sur la base d' etude genotypique menees sur des donneurs de meme origine 
g6ographique, on estime dans la presente etude que la repartition moyenne des 107 
15 donneurs en ce qui concerne le polymorphisme du CD16 est de 27 FCGR3A-158F 
homozygotes, 20 FCGR3A-158V homozygotes et 60 FCGR3 A-l 58V/F. 

Les r6sultats montrent une grande variabilite dans la capacite des cellules effectrices 
des differents sujets a induire une lyse des hematies Rh6sus positif quels que soient les 
20 anticorps testes. Les anticorps exprimes dans la lignee cellulaire YB2/0 presentent une 
activite cytolj^tique comparable h celle des anticorps polyclonaux, quel que soit le 
donneur 6tudie, et par consequent quel que soit le polymorphisme du CD16 des 
cellules effectrices du donneur (voir figure 1). 

25 

Exemple 2 : Efficacite ADCC des anticorps produits dans CHO et YB2/0 en 
fonction du polymorphisme du CD16 . 

La meme sequence codant pour une IgGl specifique de Tantigene Rhesus D a 
30 6t6 transfectde dans les lignees cellulaires CHO et YB2/0. Les anticorps ont et6 
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incub6s avec des h&naties Rh6sus positif (cellules cibles) et des cellules NK 
provenant de 6 donneurs diffSrents (3 FCGR3A-158V homozygotes et 3 FCGR3A- 
158F homozygotes) prealablement genotypes pour leur phenotype CD16 en position 
158. Les cellules NK sont isolees en utilisant la technique de s6paration sur billes 
5 magnetiques (MACS) de chez Myltenyi. Les cellules NK sont lavees et resuspendues k 
2xl0 7 /ml et/ou 6xl0 7 /ml en IMDM. Les globules rouges sont ajustSs a la concentration 
de 2xl0 7 /ml en IMDM. La T6geline est remplac6e par de 1'IMDM. En dehors de ces 
modifications, le test est identique au test ADCC avec PBMC. 

L' activity cytotoxique des anticorps sur les h6maties (ADCC) a ete 6valuee (figure 2 et 
10 figure 3). 

L'anticorps produit dans la lign6e CHO induit une lyse plus faible que Panticoips 
produit dans YB2/0 quel que soit le phenotype du donneur. L'anticorps R297 exprime 
dans la lignSe YB2/0 induit &bs les plus faibles concentrations une plus forte activity 
cytolytique. A la concentrations maximale de 25ng/ml, les deux anticorps induisent le 
1 5 meme pourcentage d' ADCC. 

Aux concentrations inferieures k 25ng/ml, la difference de lyse entre Tanticorps 
produit dans CHO et celui produit dans YB2/0 est plus importante chez les donneurs 
FCGR3A-158F homozygotes que les donneurs FCGR3A-158V homozygotes. A la 

20 concentration de 2.5ng/ml, en presence des cellules NK FCGR3A-158V homozygotes, 
ranticorps produit par CHO induit 54% de lyse alors que celui produit par YB2/0 
induit 89% de lyse soit 56% d' augmentation. Par contre, k la meme concentration, en 
presence des cellules NK FCGR3A-158F homozygotes, l'anticorps produit par CHO 
n'induit que 22% de lyse alors que celui produit par YB2/0 induit 74% de lyse soit 

25 236% d'augmentation. 

L'anticorps exprim<§ dans la lignee YB2/0 s'avere done etre un bien meilleur produit 
pour traiter les patients donnant une lyse faible avec les anticorps produits dans CHO. 
Ainsi, la difference d'activit6 ADCC entre les patients FCGR3A-158V homozygotes et 
FCGR3A-158F homozygotes est plus faible avec l'anticorps exprimS dans YB2/0 (89 

30 et 74%) par rapport k celle observee avec l'anticorps exprime dans CHO (56 et 22%). 
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Les anticorps optimises pr£sentent une r£ponse qui apparait done moins d£pendante 
des formes polymorphiques du CD16. 

D'autrepart, l'anticorps monoclonal exprim6 dans YB2/0 induit toujours tine lyse 
sup£rieure ou 6gale aux anticorps polyclonaux. 

5 

Exemple 3 : Comparaison de ractivation de cellules Jurkat CD16 FCGR3A-158F 
homozygotes et Jurkat CD16 FCGR3A-158F homozygotes induite par les 
anticorps anti-Rhesus produits dans CHO et YB2/0 respectivement : evaluation 
de la production d'BL2. 

10 

Ce test estime la capacity des anticorps k se fixer sur le r£cepteur CD 16 (Fc gamma 
RIII) exprime sur les cellules Jurkat CD16 et k induire la secretion d'IL2. 
La meme sequence codant pour une IgGl (T125) specifique de l'aatig&ne Rhesus D a 
6te transfectee dans les lignees cellulaires CHO et YB2/0. Les anticorps- sont incub6s 

15 avec des h6maties Rh6sus positif (cellule cible) et des cellules Jurkat CD 16 (cellules 
effectrices). Deux types de cellules Jurkat ont 6t6 utilisees : 1- des cellules transferees 
avec le g£ne codant pour un RFc portant Facide amin6 phenylalanine F en position 158 
(forme F), 2- des cellules transferees avec le g£ne codant pour un RFc portant Pacide 
amine valine V en position 158 (forme V). La quantite de cytokine (IL2) secr6tee par 

20 les cellules Jurkat CD 16 a 6t€ mesur£e par ELISA. 
En plaque de 96 puits in melange : 

Anticorps : 50^1 d'une dilution de 50; 37,5; 25; 18,75 ; 12,5 ; 9,4 ;6,25 ; 3,125 ng/ml 
en IMDM (Iscove ! s Modified Dulbecco ! s) Medium 5% SVF (serum de veau foetal) 
-PMA 50jal d'une dilution a 40ng/ml en IMDM 5% SVF 
25 -H6maties trait£es a la papaine. 50|il k 8xl0 6 /ml en IMDM 5% SVF 
-Jurkat CD16. 50^1 a 2xl0 6 /ml en IMDM 5% SVF 
Incubation 1 nuit a 37°C 

Puis centrifugation des plaques, pr61£vement de 100|xl de surnageants et dosage d'IL2 
avec le.kit commercial (Quantikine de chez R/D). Lecture k 450nm. 

30 
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L'anticorps exprimS dans la iign6e YB2/0 est capable d'induire une plus forte 
s6cr6tion d'IL2 contrairement a Panticorps exprim6 dans CHO, et cela quel que soit le 
ph&iotype CD 16 (figure 4 et figure 5). 

L'anticorps produit dans CHO n' induit pas de secretion d'IL2 k partir de Jurkat CD 16 
5 FCGR3A-158F homozygotes et seulement une txbs faible production d'IL2 avec la 
forme FCGR3A-158V homozygotes. 

Une des particularit6s du syst&me Rhesus &ant la faible expression de Pantigene k la 
surface membranaire, il apparait que dans ces conditions, Panticorps exprim6 dans la 
lign6e YB2/0 s'avere etre un bien meilleur produit pour activer les cellules effectrices 

10 porteuses de la forme FCGR3A-158F homozygotes du CD16 qui n'apparaissent pas 
activables avec Panticorps produit dans CHO. En ce qui concenre la forme FCGR3A- 
158V homozygotes, de tres faibles quantity d'anticorps produits par YB2/0 (<1,56) 
permettent d'induire une activation comparable h celle obtenue avec de plus fortes 
concentrations d'anticorps produits dans CHO (12,5ng/ml). 

15 Avec la forme FCGR3A-158F homozygotes et a la concentration de 12,5ng/ml, 
Panticorps produit dans CHO induit une secretion d'IL2 (18 pg/ml) inferieure a 2% de 
celle induite par Panticorps produit dans YB2/0 (1435 pg/ml). Ceci correspond a un 
gain de plus de 7000% lorsque Pon utilise Panticorps produit dans YB2/0 par rapport 
a Panticorps produit dans CHO. 

20 Avec la forme FCGR3A-158V homozygotes et a la concentration de 12,5ng/ml, 
Panticorps produit dans CHO induit une secretion d'IL2 (869 pg/ml) inferieure k 8% 
de celle induite par Panticorps produit dans YB2/0 (12312 pg/ml). Ceci correspond a 
un gain de plus de 1300% lorsque Pon utilise Panticorps produit dans YB2/0 par 
rapport a Panticorps produit dans CHO. 

25 

Exemple 4 : Comparaison de l'activation des cellules Jurkat CD16 FCGR3A- 
158F homozygotes et Jurkat CD16 FCGR3A-158V homozygotes induite par deux 
anticorps aiiti-HLA-DR exprimes dans CHO et YB2/0 respectivement : 
30 evaluation de la secretion d'EL2 . 
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La meme sequence codant pour une IgGl sp6cifique de Pantig&ae HLA-DR a 6t6 
transfect6e dans les lign6es cellulaires CHO et YB2/0. Les anticorps sont incubus avec 
des cellules Raji (cellule cible HLA-DR positives) et des cellules Jurkat CD 16 
(cellules effectrices). Deux types de cellules Joirkat ont 6t6 utilis6es : 1- des cellules 
5 transfect6es avec le gene codant pour un R Fc portant Pacide amin<§ phenylalanine F en 
position 158 (forme F), 2- des cellules transferees avec le gene codant pour un RFc 
ayant P acide amin6 valine V en position 158 (forme V). La quantity de cytokines (EL2) 
s6cr6t6e par les cellules Jurkat CD16 a 6t6 mesuree par ELISA. 
En plaque de 96 puits in melange : 
10 Anticorps : 50jil d'une dilution de 50; 37,5; 25; 18,75 ; 12,5 ; 9,4 ;6,25 ; 3,125 ng/ml 
en IMDM 5% SVF 

-PMA 50jal d'une dilution k 40ng/ml en IMDM 5% SVF 
-Cellules Raji : 50(0,1 a 6xl0 5 /ml en IMDM 5% SVF 
-Jurkat CD16. 50jli1 k 20xl0 6 /ml en IMDM 5% SVF 
15 Incubation 1 nuit k 37°C 

Puis centrifugation des plaques, prelevement de 100pl de surnageants et dosage d'IL2 
avec le kit commercial (Quantikine de chez R/D). Lecture k 450nm. 

20 L'anticorps exprime dans la lignee YB2/0 est capable d'induire une plus forte 
secretion d'IL2 contrairement a l'anticorps exprime dans CHO, et cela quel que soit le 
ph6notype CD16 (figure 6 et figure 7). 

Contrairement au systeme Rhesus sur les hematies, P expression de Pantigene HLA- 
DR k la surface membranaire de la cellule Raji n'est pas faible (200 000 k 400 000 

25 copies). Dans ces conditions, il apparait que P anticorps exprime dans la lign6e YB2/0 
s'avfre Stre un bien meilleur produit pour activer les cellules effectrices porteuses de 
la forme F158 ainsi que V158 du CD16 et cela plus particulterement aux faibles 
concentrations d' anticorps. Ainsi k la concentration de 1,56 ng/ml, Panticorps produit 
dans CHO induit une secr6tion d'IL2 (2410 pg/ml) inf&ieure a 15% de celle induite 

30 par Panticorps produit dans YB2/0 (16952 pg/ml). Ceci correspond k un gain de plus 
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de 600% lorsque Ton utilise Panticorps produit dans YB2/0 par rapport h Panticorps 
produit dans CHO. 

A la concentration de 12,5 ng/ml, Panticorps produit dans CHO induit une secretion 
d'IL2 (14597 pg/ml) inferieure a 45% de celle induite par Panticorps produit dans 
5 YB2/0 (34823 pg/ml). Ceci correspond k un gain de plus de 100% lorsque Ton utilise 
Panticorps produit dans YB2/0 par rapport a Panticorps produit dans CHO. 

L'anticorps exprim6 dans la lignee YB2/0 s'avere done etre un bien meilleur produit 
pour induire la secretion de cytokines de cellules effectrices porteuses de la forme 
10 polymorphique V158 (FCGR3A-158V homozygotes) et F158 (FCGR3A-158F 
homozygotes). 
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REVENDICATIONS 

5 1. Utilisation d'un anticorps monoclonal chim&ique, humanise ou humain dont la 
structure glycannique du domaine Fc de Tanticorps correspond k un type biantenne, 
avec des chaines courtes, une faible sialylation, des mannoses et GlcNAc du point 
d' attache terminaux non intercalates, et une faible fucosylation pour la preparation 
d f un medicament destine au traitement des patients homozygotes pour la phenylalanine 
10 en position 158 du CD16 (FCGR3A-158F homozygotes) ou des patients het6rozygotes 
valine/phenylalanine en position 158 du CD16 (FCGR3A-158V/F). 

2. Utilisation d'une composition d'anticorps definis k la revendication 1, ladite 
composition pr6sentant une teneur sup&ieure k 60%, de preference superieure a 80% 

15 pour les formes GO + Gl + G0F + GIF etant entendu que les formes G0F + GIF sont 
inferieures a 50%, de preference inferieures k 30%, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement des patients homozygotes pour la phenylalanine en 
position 158 du CD16 (FCGR3A-158F homozygotes) ou des patients heterozygotes 
valine/phenylalanine en position 158 du CD16 (FCGR3A-1 58V/F). 

20 

3. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caract£ris6e en ce que 
les patients sont des patients homozygotes pour la phenylalanine en position 158 du 
CD1 6 (FCGR3A-1 58F homozygotes). 

25 4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce 
que les patients se trouvent en echec therapeutique avec les anticorps actuellement 
disponibles ou subissent des effets secondares ind6sirables. 

5. Utilisation selon l'une quelconque des revendications prec6dentes, caracteris6e en ce 
30 que la dose dudit anticorps administree au patient est 50 fois moins eievee, de 
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preference 100 fois moins 61ev6e qu'une dose d'un anticorps de meme sp6cificite mais 
de glycosylation differente ou produit dans une ligriee CHO. 

6. Utilisation selon Tune des revendications pr6cedentes, caracteris6 en ce que 
5 l'anticorps est dirige contre un antigdne non ubiqiritaire present sur des cellules de 
donneur sain, notamment un anti- Rhesus du globule rouge humain, ou un antig^ne 
d'une cellule pathologique ou d'un organisme pathogdne pour l'homme, en particulier 
contre un antigene d ! une cellule canc6reuse ou infectee par un virus. 

10 7. Utilisation selon Tune des revendications pr6c6dentes pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement des cancers et des infections par des agents 
pathogenes. 

8. Utilisation selon Tune des revendications 1 & 5 pour la preparation d ! un medicament 
15 destine au traitement des maladies echappant a la reponse immune notamment choisies 

parmi la maladie hemolytique du nouveau ne, le Syndrome de Sezary, les leucemies 
myeloides chroniques, les leucemies lymphoides chroniques (LLOB), les tumeurs 
solides, le cancer du sein, les pathologies li6es k l'environnement visant notamment les 
personnes exposees aux biphenyles polychlorines, les maladies infectieuses, 
20 notamment la tuberculose, le syndrome de la fatigue chronique (CFS), les infections 
parasitaires comme par exemple les schistosomules ou le paludisme, en particulier 
chez la femme enceinte, et les infections virales. 

9. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 5 pour la preparation d'un medicament 
25 destine au traitement des pathologies dans lesquelles l'antigene est faiblement exprime. 

10. Utilisation selon Tune des revendications I k 5 pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement des cancers des cellules HLA classe II positives, les 
lymphomas de cellules B, les leucemies aigues de cellules B, 'le lymphome de Burkitt, 

30 le lymphome de Hodgkin, les leucemies myeloides, les leucemies lymphoides 
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chroniques B (LLC-B), les lymphomes et leuc&nies de cellules T, les lymphomes non 
hodgkinien et les leuc6mies my61oides chroniques. 

11. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 10, caract&isee en ce que Tanticorps 
5 est un anti-HLA-DR ou un anti-CD20. 

12. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 10, caracterisees en ce que Panticorps 
est choisi parmi les anti Ep-CAM, anti HER2, anti CD52, anti HER1, anti GD3, anti 
CA125, anti GD, anti GD2, anti CD-23 et anti ProteinC, anti-KIR3DL2, anti-EGFR, 

10 anti-CD25, anti-CD38, anti-CD30, anti-CD33, anti-CD44, des anti-idiotypes 
specifiques d'inhibiteurs par exemple de facteurs de coagulation, les anti-viraux, 

13. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 12, pour la fabrication d'un 
medicament destine k induire une cytotoxicite par ADCC de type FcyRIII (CD 16) 

15 amelioree, superieure a 60% compare au mSme anticorps produit dans CHO ou k un 
produit homologue disponible dans le commerce, ledit medicament 6tant utile 
notamment pour le traitement du cancer et des infections des patients homozygotes 
pour la phenylalanine en position 158 du CD16 (FCGR3A-158F homozygotes) ou des 
patients heterozygotes valine/ph6nylalanine en position 158 du CD 16 (FCGR3A- 

20 158V/F). 

14. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 13, pour la fabrication d ! un 
medicament destin6 h induire une cytotoxicite par ADCC de type FcyRIII (CD 16) 
am&ioree, superieure k 100% lorsque ledit anticorps est k une concentration de 10 

25 ng/ml compare au meme anticorps produit dans une lign6e CHO ou k un anticorps 
homologue disponible dans le commerce. 

15. Utilisation selon Tune des revendication 1 a 14, pour la fabrication d'un 
medicament destine a induire la secretion d'au moins un type de cytokine par un type 

30 de cellules effectrices du systeme immunitaire exprimant le CD16 superieure a 50%, 
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100%, ou de pr&f6rence sup6rieure a 200% compart au mdme anticorps produit dans 
une lign6e CHO, choisi parmi IL-1, IL-4, IL-12, IL-18, IL-21, IL-2, EL-3, EL-5, DL-6, 
IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IFNoi; IFNft TNFa. TGFjS, IP10 et TNF, IFN7. 
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ADCC en presence de cellules effectrlces (PBMC) de differents donneurs de sang et dlmmunoglobullnes 
polyvalentes (Tegellne 500ug/ml). * 




Figure 1 



ADCC induit par les anti-Rhesus D sur NK de donneurs de 
phenotype CD16 F-F 158 




Figure 2 
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ADCC induit par les anti-Rh6sus D sur NK de donneurs de phSnotype CD16 

V-V158 
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Figure 3 



Activation de jurkat CD16 F-158 par les anti-D (T125) exprimes dans YB2/0 

et CHO. 
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Figure 4 
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Activation de Jurkat CD16 V-158 par les anti-D (T125) exprimiSs dans YB2/0 

et CHO. 
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Figure 5 



Activation de Jurkat CD16 F-158 induite par les anticorps anti-HLA-DR 
exprimes dans CHO et YB2/0 
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Figure 6 
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